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CPPED1 (engl. calcineurin-like phosphoesterase domain containing 1) -geenistä ja sen toi-
minnasta ei ole juurikaan tietoa. Itä-Suomen yliopiston kliinisen ravitsemustieteen yksikössä 
tehdyssä Genobin-tutkimuksessa havaittiin, että CPPED1:n ilmentyminen vähentyi painon 
pudotessa ja glukoosiaineenvaihdunnan parantuessa henkilöillä, joilla oli metabolisen oireyh-
tymän piirteitä. Tämän tutkielman erityisenä tavoitteena on selvittää tarkemmin CPPED1:n ja 
glukoosiaineenvaihdunnan välistä yhteyttä ja tulehdustekijöiden vaikutusta CPPED1-geenin 
ilmentymiseen SGBS (Simpson-Golabi-Behmel -syndrooma) -rasvasoluviljelymallissa. 
 
Kypsiä rasvasoluja altistettiin tulehdustekijöillä (TNF-α, TGF-β1, IL-6, IL-1β) eri pitoisuuk-
silla (0, 0,1, 1 ja 10 ng/ml), jonka jälkeen solut lysoitiin eri aikapisteissä (3, 6, 12, 24, 48 ja 72 
h). CPPED1-geenin roolia ja toimintaa tutkittiin hiljentämällä geenin ilmentyminen käyttä-
mällä RNAi-teknologiaa, jossa kypsiin rasvasolunäytteisiin transfektoitiin CPPED1-geenin 
siRNA:ta (small interfering RNA) käyttämällä kaupallista transfektioreagenssia. CPPED1-
geenin hiljentymisen vaikutusta rasvasolun insuliiniherkkyyteen tutkittiin Glucose uptake -
kokeella, jossa kypsät SGBS-rasvasolut sekä siRNA-altistetut että kontrollisolut, altistettiin 
insuliinille (1 µM) ja Wortmannin-reagenssille (100 nM) ja glukoosiseokselle, jossa oli 0,5 
μCi/ml radioaktiivista 2-deoksi-D-[3H]-glukoosia ja 0,2 mM ’kylmää’ glukoosia. 
  
CPPED1-geenin ilmentymiseen vaikutti eniten TNF-α -altistus, jossa CPPED1:n ilmentymi-
nen lisääntyi merkitsevästi altistusajan ollessa 24 h pitoisuuksilla 1 ng/ml (P=0,0197) ja 10 
ng/ml (P=0,013), 48 h pitoisuudella 1 ng/ml (P=0,0484) ja 72 h pitoisuudella 10 ng/ml 
(P=0,0059). 
 
CPPED1-geenin hiljentäminen, verrattuna kontrollisoluihin, lisäsi insuliinilla käsiteltyjen 
solujen glukoosin sisäänottoa 18,9 prosenttia (P=0,0348). CPPED1-siRNA -altistus lisäsi 
insuliinikäsiteltyjen solujen glukoosin sisäänottoa 277 %:lla (P=0,0001) verrattuna CPPED1-
siRNA basaaliin. CPPED1-siRNA -käsiteltyjen solujen Wortmannin käsittely vähensi insulii-
nin vaikutuksen CPPED1-siRNA:n basaalin tasalle (-24,6 %, P=0,0002).  
 
Saattaa olla mahdollista, että lihavuuteen liittyvä matala-asteinen tulehdustila lisää CPPED1:n 
ilmentymistä ja että CPPED1 on mukana insuliinisignaloinnin heikentymisessä ja insuliini-
resistenssin kehittymisessä rasvasolussa. CPPED1-geenin hiljentäminen, verrattuna kontrol-
lisoluihin, lisäsi insuliinilla käsiteltyjen solujen glukoosin sisäänottoa. CPPED1-siRNA -
altistettujen solujen Wortmannin käsittely vähensi insuliinin vaikutuksen täysin basaalisolujen 
tasolle glukoosin sisäänoton suhteen ja koska Wortmannin reagenssi estää PI3K:n toiminnan 
insuliinisignaloinnissa, niin tulos viittaa siihen, että CPPED1 liittyisi insuliinisignalointiin 
rasvasolussa. Tämä saattaa tarkoittaa myös sitä, että CPPED1 liittyy PI3K/Akt -
signalointireittiin. 
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The role and function of CPPED1 (calcineurin-like phosphoesterase domain containing 1) 
gene is not known. It has been shown that the expression of CPPED1 was down-regulated 
along with weight reduction and improved glucose metabolism in persons with features of the 
metabolic syndrome of the Genobin study, which was conducted in the department of Clinical 
Nutrition of the University of Eastern Finland. The aim of this Master's thesis is to investigate 
in vitro the relationship between the CPPED1 gene and glucose metabolism and the effect of 
pro-inflammatory factors on the expression of CPPED1 in SGBS (Simpson-Golabi-Behmel 
syndrome) adipocyte cell culture model. 
 
Mature adipocytes were exposed to various pro-inflammatory factors (TNF-α, TGF-β1, IL-6, 
IL-1β) in various concentrations of the cytokine (0, 0.1, 1 and 10 ng/ml) after which the cells 
were lysed at different time points (3, 6 , 12, 24, 48 and 72 hours). The role and function of 
the CPPED1 gene was studied by silencing the CPPED1 gene using RNAi technology, in 
which the siRNA (small interfering RNA) oligonucleotides of CPPED1 were transfected into 
the mature adipocytes using a commercial HiPerfect transfection reagent (Qiagen). The effect 
of CPPED1 knock-down on insulin sensitivity was examined by Glucose uptake assay, in 
which the mature adipocytes were treated with control (scrambled) or CPPED1  siRNA fol-
lowed by incubations in the presence of insulin (1 μM), Wortmannin (100 mM) and 0.5 
μCi/ml of radioactive 2-deoxy-D-[3H] + 0.2 mM glucose. 
 
Treatment with 1 (P=0.0197) and 10 ng/ml (P=0.013) of TNF-α for 24 h increased the expres-
sion of CPPED1 mRNA. Also treatment with 1 ng/ml (P=0.0484) of TNF-α for 48 h and 10 
ng/ml (P=0.0059) of TNF-α for 72 h increased the CPPED1 mRNA expression. 
 
The knock-down of CPPED1 gene increased the insulin-stimulated glucose uptake by 18.9 % 
(P=0.0348), when compared to insulin-treated control cells. CPPED1 siRNA treatment in-
creased the glucose uptake of the insulin treated cells by 277 % (P=0.0001) when compared to 
the CPPED1 siRNA-treated basal cells. Wortmannin treatment of the CPPED1 siRNA-
treated cells reduced the effect of insulin to the level of CPPED1 siRNA basal cells (-24.6 %, 
P=0.0002). 
 
It may be possible that low-grade inflammation associated with obesity up-regulates the ex-
pression of CPPED1. Furthermore, CPPED1 could be involved in a reduction of insulin sen-
sitivity and the development of insulin resistance in adipocytes at the cellular level. Silencing 
the CPPED1 gene increased the insulin-stimulated glucose uptake, as compared to control 
cells treated with insulin. In CPPED1 siRNA transfected adipocytes, Wortmannin treatment 
decreased insulin action to the level of CPPED1 siRNA basal cells. Wortmannin reagent is an 
inhibitor of the PI3K signaling and thus, these results suggest that CPPED1 is related to insu-
lin signaling in adipocytes, possibly through PI3K/Akt-mediated signaling pathway. 
  
LYHENNELUETTELO 
 
Lyhenne Englanninkielinen nimi Suomenkielinen nimi 
Akt protein kinase B proteiinikinaasi B 
BMI body massa index painoindeksi 
CPPED1 
(FLJ11151) 
calcineurin-like phosphoesterase domain 
containing 1 
 
cDNA complementary deoxyribonucleic acid komplementaarinen deoksiribonuk-
leiinihappo 
CRP C-reactive protein C-reaktiivinen proteiini 
EFICA enzyme function inference by a combined 
approach 
 
ERK extracellular signal-regulated kinase  
FADD fas-associated via death domain  
FAN neutral sphingomyelinase activation as-
sociated factor 
 
GLUT-4 glucose transporter type 4 tyypin 4 glukoositransportteri 
HDL high-density lipoprotein  
IFNγ interferon-γ interferoni-γ 
IKK-β I kappa B kinase beta  
IL-1β interleukin-1 beta interleukiini-1 beta 
IL-1Ra interleukin-1 receptor antagonist interleukiini-1 -reseptorin antago-
nisti 
IL-6 interleukin-6 interleukiini-6 
IL-8 interleukin-8 interleukiini-8 
IL-10 interleukin-10 interleukiini-10 
IL-12 interleukin-12 interleukiini-12 
IRS-1 insulin reseptor substrate-1 insuliinireseptorisubstraatti-1 
  
JNK Jun N-terminal kinase  
LDL low density lipoprotein  
LPS lipopolysaccharide lipopolysakkaridi 
MAPK mitogen-activated protein kinase mitogeeniaktivoitu proteiinikinaasi 
MCP-1 monocyte chemotactic protein-1 monosyyttikemotaktinen proteiini-1 
mRNA messenger ribonucleic acid lähetti-RNA 
mTOR mammalian target of rapamysin  
NEFA non-esterified fatty acids esteröitymättömät rasvahapot 
NF-κB nuclear factor-kabba beta nukleaarinen tekijä-kabba beta 
NOS2 nitric-oxide synthase 2 typpioksidisyntaasi-2 
PAI-1 plasminogen activator inhibitor-1 plasminogeeniaktivaattorin inhibiit-
tori-1 
PI3K phosphoinositide-3-kinase fosfoinositidi-3-kinaasi 
PPARγ2 peroxisome proliferator-activated recep-
tor γ 2 
 
PPIA peptidylprolyl isomerase A, syclophilin A syklofiliini A 
RBP-4 retinol binding protein-4 retinolia sitova proteiini-4 
RIP receptor-interacting serine-threonine 
kinase 
 
RNA ribonucleic acid ribonukleiinihappo 
S6K1 S6-kinase-1 S6-kinaasi-1 
SGBS Simpson-Golabi-Behmel Syndrome Simpson-Golabi-Behmel -
syndrooma 
siRNA small interfering RNA  
SMAD3 mothers against decapentaplegic homo-
log-3 
 
SOCS suppressor of cytokine signaling sytokiinisignaloinnin suppressori 
  
STAT3 signal transducer and activator of tran-
scription 3 
 
TGF-β1 transforming growth factor-beta 1 transformoiva kasvutekijä-beta 1 
TNF-α tumor necrosis factor-alpha tuumorinekroositekijä-alfa 
TNFR1 tumor necrosis factor receptor 1 tuumorinekroositekijäreseptori-1 
TRAF2 TNF receptor-associated factor 2  
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1 JOHDANTO 
 
CPPED1 (engl. calcineurin-like phosphoesterase domain-containing 1) -geenistä ja sen toi-
minnasta ei ole juurikaan tietoa. Itä-Suomen yliopiston, Kuopion kampuksen kliinisen ravit-
semustieteen yksikössä tehdyssä Genobin-tutkimuksessa (Kolehmainen ym. 2008) havaittiin, 
että CPPED1-geenin ilmentyminen vähentyi rasvakudoksessa painon pudotessa ja glukoosi-
aineenvaihdunnan parantuessa henkilöillä, joilla oli metabolisen oireyhtymän piirteitä. Alus-
tavissa tuloksissa (Vaittinen ym. käsikirjoitus tekeillä) CPPED1-geenin on havaittu olevan 
yhteydessä lihavuuteen liittyvään tulehdustilaan ja insuliinisignalointiin joko suorasti tai epä-
suorasti. 
 
Tutkielman kokeellinen osuus liittyy ohjaajani filosofian maisteri, nuorempi tutkija, Maija 
Vaittisen tekeillä olevaan väitöskirjaan, jonka tarkoituksena on selvittää niitä molekulaarisia 
mekanismeja, joilla Genobin-tutkimuksessa saadut laihduttamiselle reagoivat geenit osallistu-
vat insuliini- ja glukoosiaineenvaihdunnan säätelyyn. Erityisenä päämääränä on selvittää tu-
lehdustekijöiden vaikutuksia laihdutukselle reagoineiden geenien ilmentymistasoihin koeolo-
suhteissa käyttäen rasvasoluviljelymallia. 
 
Tämän pro gradu -tutkielman tavoitteena on selvittää tarkemmin CPPED1-geenin ja glu-
koosiaineenvaihdunnan välistä yhteyttä ja tulehdustekijöiden vaikutusta CPPED1-geenin il-
mentymiseen SGBS-rasvasolumallissa. 
 
Tässä tutkielmassa on kaksi osaa; kirjallisuuskatsaus ja kokeellinen osa. Tutkielman kirjalli-
suuskatsauksessa perehdytään lihavuuteen ja sen määritelmään, lihavuuteen liittyvään tuleh-
dustilaan sekä metaboliseen oireyhtymään. Kirjallisuuskatsauksessa perehdytään myös rasva-
kudoksen toimintaan keskittyen erityisesti siihen, miten sen toiminta muuttuu lihavuudessa ja 
siihen liittyvässä tulehdustilassa. 
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2 KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2.1 Lihavuus 
 
Passiivinen elämäntapa ja ravitsemustottumukset vaikuttavat olevan tärkeimpiä riskitekijöitä 
lihavuuden synnyssä. Positiivisen energiatasapainon tilassa energianvarastointi kasvaa ja pai-
no nousee. (Pereira-Lancha ym. 2012) 
 
Lihavuuden yleistyminen on merkittävä terveyskysymys kehittyneissä maissa. Lihavuus yh-
distetään moniin terveysongelmiin, joista yhdessä kehittyy metabolinen oireyhtymä. Metabo-
linen oireyhtymä myötävaikuttaa insuliiniresistenssin, tyypin 2 diabeteksen, sydän- ja veri-
suonitautien ja rasvamaksan kehittymiseen. (Galic ym. 2010) 
 
 
2.1.1 Lihavuuden määritelmä 
 
Painoindeksi eli BMI (engl. body mass index) on mitta-arvo, jonka avulla voidaan arvioida 
kehon rasvan määrää. BMI saadaan, kun paino (kg) jaetaan pituuden (m) neliöllä (m
2
). BMI 
25–29 kg/m2 pidetään ylipainona ja BMI:n ollessa ≥ 30 kg/m2 aletaan puhua lihavuudesta. 
Parempi tapa arvioida lihavuutta on kuitenkin kehon totaalisen rasvaprosentin määrittäminen. 
Rasvaprosentin ollessa miehillä ≥ 25 % ja naisilla ≥ 35 % on kyseessä lihavuus. Kuitenkin 
käytännöllisin tapa lihavuuden arvioimiseen on vyötärönympäryksen mittaaminen, sillä vyö-
tärölle kerääntyvää rasvaa pidetään merkittävimmistä metabolisen oireyhtymän riskitekijöistä. 
Merkittävän vyötärölihavuuden raja on ≥ 102 cm miehillä ja ≥ 88 cm naisilla (Alberti ym. 
2006). (Grundy 2004) 
 
 
 12 
 
2.1.2 Lihavuuteen liittyvä matala-asteinen tulehdustila 
 
Lihavuuteen liittyy matala-asteinen tulehdustila, joka on osoittautunut olevan yhteydessä 
yleisten terveyden kannalta merkittävien ongelmien kehittymisessä, kuten ateroskleroosi, ras-
vamaksa ja insuliiniresistenssi. Lihavuudesta aiheutuvaan tulehdustilaan liittyy tulehdusta 
edistävien (proinflammatoristen) molekyylien lisääntynyt ilmentyminen ja erittyminen rasva-
kudoksessa, maksassa ja luurankolihaksessa. Tähän tulehdustilaan liittyy myös näiden proin-
flammatoristen molekyylien (akuutin vaiheen reaktantit, hyytymistä edistävät tekijät eli pro-
koagulanttitekijät, tulehdustekijät eli sytokiinit, kemokiinit) korkeampi verenkierron pitoisuus 
sekä tulehdusta säätelevien signalointireittien aktivaatio. Adipokiinien ja sytokiinien tulehdus-
ta edistävät ja ehkäisevät (anti-inflammatoriset) vaikutukset välittyvät solunsisäisten signaa-
linvälitysreittien kautta (Gil ym. 2007). Näihin signalointireitteihin liittyy pääasiallisesti NF-
κB (engl. nuclear factor-kabba beta) ja JNK (engl. Jun N-terminal kinase), kuten myös IKK-β 
(engl. I kappa B kinase beta) -signalointireitit (Gil ym. 2007). Proinflammatoristen sytokiini-
en tuotannossa ovat tärkeitä myös mitogeeniaktivoidun proteiinikinaasi (MAPK engl. mito-
gen-activated protein kinase) ja ERK (engl. extracellular-signal-regulated kinase) -
signalointireittien aktivaatio (Gil ym. 2007). Näiden signalointireittien aktivaatio johtaa puo-
lestaan STAT3:n (engl. signal transducer and activator of transcription 3) aktivaatioon (Gil 
ym. 2007). (Weisberg ym. 2006)  
 
Lihavuuteen liittyy oleellisesti myös makrofagien kerääntyminen rasvakudokseen. Tämä ei 
kuitenkaan aiheuta makrofagien määrän muutosta maksassa ja lihaksessa. Makrofagit tuotta-
vat osan rasvakudoksen vapauttamista proinflammatorisista molekyyleistä. Makrofagien tuot-
tamat tulehdustekijät ovat merkittävästi osallisena lihavuuteen liittyvän rasvakudoksen tuleh-
dustilan kehittymisessä ja ylläpidossa. Mekanismi, jonka johdosta makrofagit kerääntyvät ja 
pysyvät rasvakudoksessa, on vielä tuntematon. (Weisberg ym. 2006) 
 
 
2.2 Metabolinen oireyhtymä 
 
Metabolinen oireyhtymä on kasauma erilaisia metabolisia riskitekijöitä (Grundy 2004). Meta-
bolisen oireyhtymän diagnoosia on yritetty yhtenäistää monien asiantuntijaryhmien kesken 
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(Alberti ym. 2006). Laajimmin hyväksyttyjä metabolisen oireyhtymän määritelmiä ovat 
WHO:n (World Health Organisation, 1999), EGIR:n (The European Group for the Study of 
Insulin Resistance, 1999) ja NCEP ATP III:n (the National Cholesterol Education Program –
Third Adult Treatment Panel, 2001) määritelmät metaboliselle oireyhtymälle (Alberti ym. 
2006). 
 
Metabolisen oireyhtymän tunnusmerkkejä ovat aterogeeninen dyslipidemia, johon liittyy see-
rumin kohonnut triglyseridien ja apolipoproteiini B:n määrä, pienet veren LDL (engl. low-
density lipoprotein) -partikkelit sekä matala veren HDL (engl. high-density lipoprotein) -
pitoisuus. Muita metabolisen oireyhtymän piirteitä ovat kohonnut verenpaine, kohonnut veren 
glukoosipitoisuus, johon liittyy insuliiniresistenssi, veren suurentunut taipumus muodostaa 
hyytymiä (protrompoottinen tila) ja proinflammatorinen tila. Metabolisen oireyhtymästä kär-
sivällä on suurentunut riski sairastua sydän- ja verisuonitauteihin ja tyypin 2 diabetekseen. 
(Grundy 2004) 
 
Metabolisen oireyhtymän diagnoosi voidaan tehdä (NCEP ATP III -määritelmä, 2001), jos 
potilaalla on kolme seuraavasta viidestä ominaisuudesta: suurentunut vyötärönympärys (mie-
hillä ≥ 102 cm, naisilla ≥ 88 cm), kohonnut veren triglyseridipitoisuus (≥ 1,7 mmol/l), matala 
veren HDL -kolesterolipitoisuus (miehillä < 1,03 mmol/l, naisilla < 1,29 mmol/l), kohonnut 
verenpaine (≥ 130/85 mm Hg) tai verenpainelääkitys ja kohonnut veren glukoosipitoisuus (≥ 
5,6 mmol/l, muutettiin vuonna 2004 ADA:n (the American Diabetes Associations) toimesta 
aikaisemmasta ≥ 6,1 mmol/l nykyiseen ≥ 5,6 mmol/l). (Alberti ym. 2006) 
 
Metabolisen oireyhtymän kehittyessä muun muassa seuraavien määrät kasvavat yleisesti eli-
mistössä; esteröitymättömien eli tyydyttymättömien rasvahappojen (NEFAs, engl. non-
esterified fatty acids), tulehdussytokiinien, plasminogeeni aktivaattori inhibiittori-1:n (PAI-1, 
engl. plasminogen activator inhibitor-1), leptiinin ja resistiinin määrät. (Grundy 2004) 
 
Painonpudotus ja lisääntynyt fyysinen aktiivisuus parantavat merkittävästi metabolisen oi-
reyhtymän oireita. Henkilöt, joilla on metabolisen oireyhtymän piirteitä, hyötyisivät eniten 
ruokavaliosta, joka sisältää enemmän hedelmiä, kasviksia, kokojyväviljaa, yksittäistyydytty-
mättömiä rasvoja ja vähärasvaisia maitotuotteita. (Prasad ym. 2012) 
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2.3 Tyypin 2 diabetes 
 
Tyypin 2 diabeteksessä hyperglykemia on aina seurausta insuliinin liian vähäisestä määrästä 
tarpeeseen nähden, joka aiheuttaa insuliinivälitteisen glukoosin sisäänoton vähentymistä li-
haksessa, liiallista glukoosin tuottoa maksassa ja vapaiden rasvahappojen liikkuvuuden lisään-
tymistä rasvakudoksessa. Seurauksena on aluksi aterianjälkeinen hyperglykemia, josta seuraa 
myöhemmin paastohyperglykemia. Insuliiniresistenssi voi edesauttaa tyypin 2 diabeteksen 
kehittymistä. Tyypin 2 diabetes voi kehittyä myös henkilöille, joiden insuliiniherkkyys on 
normaalilla tasolla, mutta joilla on haiman β-solujen toimintahäiriö. Tyypin 2 diabetes voi 
kehittyä myös henkilöille, joilla on joku seuraavista; lihavuus, insuliiniresistenssi tai heiken-
tynyt β-solujen insuliinin eritys. Lihavuutta pidetään tyypin 2 diabeteksen kehittymisen kan-
nalta tärkeimpänä riskitekijä (Mack ym. 2009). (Lebovitz 1999) 
 
 
2.4 Insuliiniresistenssi 
 
Insuliiniresistenssi on kyseessä, kun insuliinin kyky stimuloida glukoosin hyväksikäyttöä on 
alentunut johtuen joko insuliinin puutoksesta tai insuliinin erityksen häiriöstä ja/tai sen hy-
väksikäytöstä. (Pereira-Lancha ym. 2012) 
 
Rasvan kerääntymistä maksaan pidetään yhtenä ensisijaisista asioista, joka linkittää lihavuu-
teen liittyvän insuliiniresistenssin ja tyypin 2 diabeteksen toisiinsa. Glukoosin sisäänotto vä-
henee insuliiniresistenssin johdosta lihaksessa ja rasvasoluissa, kun taas insuliiniresistenssi 
maksasoluissa johtaa glykogeenisynteesin vähenemiseen ja glykogeenin varastoinnin vähen-
tymiseen ja insuliinin madaltuneeseen kykyyn vähentää glukoosin tuottoa ja sen vapauttamis-
ta verenkiertoon (Pereira-Lancha ym. 2012) 
 
Vatsan seudun lihavuus korreloi maksan glukoosintuoton kanssa ja vapaiden rasvahappojen 
vaihtuvuus lisääntyy lihavilla yksilöillä. Kun vapaiden rasvahappojen määrä lisääntyy, insu-
liinin kyky madaltaa maksan glukoosintuottoa heikentyy huomattavasti ja tämä vaikutus on 
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ilmeinen erityisesti yksilöillä, joilla on heikentynyt glukoositoleranssi ja tyypin 2 diabetes. 
(Pereira-Lancha ym. 2012) 
 
Vaikka lihavuutta pidetään yleisimpänä insuliiniresistenssin syynä, niin silti kaikille lihavuu-
desta kärsiville ei kehity insuliiniresistenssiä. Yleisesti on hyvin tiedossa, että liikunta paran-
taa insuliiniherkkyyttä. (Pereira-Lancha ym. 2012) 
 
Rasvaisen ruokavalion vaikutusta insuliinin toimintaan on kiinnitetty paljon huomiota. Mo-
nissa tutkimuksissa insuliiniresistenssi ilmenee maksassa pääasiallisesti jo kolmen päivän 
aikana rasvaisen dieetin aloittamisesta ja insuliinin toiminta parantuu samalla joissain luuran-
kolihaksissa. Vaikutukset riippuvat ruokavalion rasvan määrästä, koosta ja tyydyttymisastees-
ta. Pidempiaikainen rasvasolujen altistus tyydyttyneille rasvahapoille on aiheuttanut insuliini-
resistenssiä näissä soluissa. (Pereira-Lancha ym. 2012) 
 
 
2.5 Rasvakudos ja adipokiinit 
 
Rasvakudos on endokriininen elin, jolla on merkittävä rooli metabolian säätelyssä. Se on eli-
mistön energiavarasto ja se varastoi vapaita rasvahappoja triglyseridin muodossa. Rasvakudos 
on merkittävä tekijä elimistön rasvahappohomeostaasin säätelyssä. Elimistön ollessa kaloriva-
jeessa rasvakudoksesta vapautetaan verenkiertoon glyserolia ja vapaita rasvahappoja trig-
lyseridien hajotessa. Lihavuudessa rasvahappojen määrä lisääntyy rasvakudoksessa, jolloin 
rasvakudos laajenee. (Galic ym. 2010) 
 
Lihavuudessa liiallinen rasvakudoksen kasvu johtaa rasvasolujen liikakasvuun ja niiden mää-
rän lisääntymiseen. Ylimääräinen energiansaanti tai vähentynyt kulutus johtavat ylimääräisten 
triglyseridien kerääntymiseen rasvakudokseen, joka aiheuttaa rasvasolujen liikakasvua. Ras-
vasolujen määrän lisääntymiseen liittyy rasvasolujen esiasteiden eli preadiposyyttien muodos-
tuminen ja niiden erilaistuminen kypsiksi rasvasoluiksi (adipogeneesi). Kypsät rasvasolut 
tuottavat monia endokriinisia, parakriinisia ja autokriinisia tekijöitä, jotka saattavat olla mer-
kittäviä tekijöitä uusien rasvasolujen synnyssä. Kypsien rasvasolujen lisäksi valkoinen rasva-
kudos koostuu monista eri solutyypeistä; preadiposyyteistä, fibroblasteista, endoteelisoluista 
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ja immuunisysteemin soluista, joihin kuuluuvat muun muassa makrofagit ja T-lymfosyytit 
(Mack ym. 2009). Nämä kaikki ovat mukana autokriinisissä, parakriinisissä ja endokriinisissä 
prosesseissa ja solujen välisessä kommunikoinnissa (Mack ym. 2009). Rasvakudos tuottaa 
rasvasoluista peräisin olevia erittyviä proteiineja, joita kutsutaan adipokiineiksi. Adipokiinejä 
ovat muun muassa adiponektiini, leptiini (Bremer ym. 2011), resistiini ja retinolia sitova pro-
teiini-4 (RBP4). Rasvakudoksesta erittyy myös sytokiinejä, joita ovat muun muassa interleu-
kiini-6 (IL-6), tuumorinekroositekijä-alfa (TNF-α) (Grundy 2004), interleukiini-1-beta (IL-
1β) (Bremer ym. 2011), transformoiva kasvutekijä beta-1 (TGF-β1) (Fain ym. 2005) ja muut 
sytokiinit. (Galic ym. 2010) 
 
Lihavuudessa makrofagien ja muiden immuunisysteemin solujen määrät lisääntyvät valkoi-
sessa rasvakudoksessa. Monosyytit tunkeutuvat kudokseen ja erilaistuvat makrofageiksi, jotka 
tuottavat sytokiinejä, kuten TNF-α ja IL-6 -sytokiinejä, jotka ovat tärkeitä proinflammatorisia 
endoteelisolujen, rasvasolujen ja muiden solutyyppien aktivaattoreita. Myös rasvakudoksen 
T-lymfosyyttien populaatio ja toiminta muuttuvat aikaisessa vaiheessa lihavuuden kehittyessä 
(Iyer ym. 2010). Endoteelilla, joka toimii esteenä verenkierron immuunisolujen ja rasvaku-
doksen välillä, on rooli solujen tunteutumisessa ja tulehdusprosesseissa. (Mack ym. 2009) 
 
Lihavuuteen ja metaboliseen oireyhtymään liittyvässä tulehdustilassa elimistössä kiertää 
enemmän tulehdustekijöitä kuin terveillä. Ihonalaisessa rasvakudoksessa tulehdukseen ja in-
suliiniresistenssiin liittyvien biomarkkerien, kuten leptiinin, RBP-4:n, C-reaktiivisen proteii-
nin (CRP, engl. C-reactive protein), seerumin amyloidi A:n, plasminogeeniaktivaattorin inhi-
biittori-1:n (PAI-1, engl. plasminogen activator inhibitor-1), interleukiini-1β, -6, -8 (IL-1β, 
engl. interleukin-1 beta; IL-6, engl. interleukin-6; IL-8, engl. interleukin-8) sekä monosyytti-
kemotaktisen proteiini-1:n (MCP-1, engl. monocyte chemotactic protein-1), tuumorinekroosi-
tekijä-alfan (TNF-α, engl. tumor necrosis factor-alpha) (Mack ym. 2009) ja transformoivan 
kasvutekijä-beta 1:n (TGF-β1, engl. transforming growth factor-beta 1) (Fain ym. 2005) mää-
rät ovat merkittävästi korkeampia kuin terveillä. (Bremer ym. 2011) 
 
Lihavilla rasvakudoksen sytokiinien eritys on kasvanut, joka taas saattaa johtaa insuliinivälit-
teisen lipolyysin vähenemiseen rasvakudoksessa. Tämä saattaa osaltaan vaikuttaa insuliini-
resistenssin muodostumiseen rasvakudoksessa. Toisaalta lihavilla on myös suurempia määriä 
verenkierrossa kiertäviä sytokiinejä. Vielä on epävarmaa, vaikuttavatko nämä kiertävät syto-
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kiinit lihaksessa muodostuvaan insuliiniresistenssiin, maksan CRP:n ja fibrinogeenin tuotan-
toon tai makrofagien aktivaatioon valtimonkovettumataudin plakeissa. (Grundy 2004) 
 
Lihavilla rasvakudoksen makrofagien määrä on siis merkittävästi suurempi. Makrofagien ke-
rääntyminen rasvakudokseen johtaa kasvaneeseen tulehdustilaan, jossa insuliiniresistenssin ja 
matala-asteisen tulehdustilan kanssa korreloivien biomarkkereiden tuotanto on entisestään 
suurentunut. Kuvassa 1 on esitetty lihavuuden aiheuttamat muutokset rasvakudoksen adipo-
kiinien erityksessä ja niiden vaikutukset elimistöön. (Galic ym. 2010) 
 
Kuva 1. Lihavuuden aiheuttamat muutokset adipokiinien erityksessä ja insuliiniresistenssin kehittymisessä. 
Rasvakudoksen laajeneminen johtaa kasvaneeseen makrofagien kerääntymiseen ja tulehdustilaan, jossa 
proinflammatoristen sytokiinien, kuten TNF-α:n ja IL-6:n, eritys on lisääntynyt. Rasvahappojen vapautumi-
nen rasvakudoksesta lisääntyy ja leptiinin, adiponektiinin, resistiinin ja retinolia sitova proteiini -4:n erityk-
sen säätely häiriintyy. Rasvasolu- ja makrofagiperäiset tuotteet voivat yhdessä vaikuttaa parakriinisesti tai 
autokriinisesti ja näin edelleen pahentaa rasvakudoksen tulehdustilaa. Systeemisellä tasolla muuttuneen 
adipokiinierityksen vaikutukset välittyvät hypotalamuksen kautta. Nämä vaikutukset voivat johtaa kasva-
neeseen ruoanottoon ja madaltuneeseen energiankulutukseen. Rasvakudoksen muuttunut adipokiinien 
eritys johtaa lihaksissa ja maksassa ektooppisen rasvan kerääntymiseen sekä tulehdustilaan, jotka yhdessä 
vaikuttavat insuliiniherkkyyden vähenemiseen lihaksessa ja maksassa. (Galic ym. 2010; Kuva: Galic ym. 2010, 
suomennettu alkuperäisestä) 
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2.5.1 Adiponektiini 
 
Adiponektiiniä erittyy vähemmän lihavilla verrattuna normaalipainoisiin henkilöihin ja sen 
puute voi johtaa metabolisen oireyhtymään, insuliiniresistenssiin, glukoosi-intoleranssiin, 
hyperlipidemiaan, heikentyneeseen endoteelista riippuvaiseen vasorelaksaatioon ja hyperten-
sioon sekä suurentuneeseen verisuonen seinämän uudiskasvuun verisuonivaurion jälkeen. 
(Bełtowski ym. 2008) 
 
Adiponektiinillä on monia positiivisia vaikutuksia metaboliaan, verisuonten kuntoon ja tuleh-
dusreaktioon. Sillä on todettu olevan tulehdusta vähentäviä ja verisuonten kalkkeutumista 
estäviä ominaisuuksia (Grundy 2004). Adiponektiini parantaa insuliiniherkkyyttä, stimuloi 
rasvahappojen hapettumista, inhiboi tulehdusreaktiota ja indusoi endoteelista riippuvaista 
typpioksidivälitteistä vasorelaksaatiota (Bełtowski ym. 2008). Adiponektiini saattaa siis suo-
jata metaboliselta oireyhtymältä (Grundy 2004). 
 
Adiponektiini saattaa säädellä tulehdusta rasvasoluissa ja rasvakudoksessa NF-κB:n ja 
PPARγ2 (engl. peroxisome proliferator-activated receptor γ 2) -transkriptiotekijöiden väli-
tyksellä. Adiponektiini inhiboi NF-κB -aktivaatiota ja lipopolysakkaridi (LPS, engl. lipopo-
lysaccharide) -välitteistä IL-6:n ja TNF-α:n ilmentymistä rasvasoluissa. Adiponektiini sääte-
lee monien pro- ja anti-inflammatoristen sytokiinien ilmentymistä. Sen tulehdusta estävä vai-
kutus liittyy pääasiallisesti sen kykyyn heikentää TNF-α:n ja interferoni-γ:n (IFNγ, engl. in-
terferon-γ) tuotantoa ja indusoida anti-inflammatoristen sytokiinien, kuten interleukiini-10:n 
(IL-10, engl. interleukin-10) ja interleukiini-1-reseptorin antagonistin (IL-1Ra, engl. interleu-
kin-1-receptor antagonist) tuotantoa. Adiponektiini lisää PPARγ2:n ilmentymistä ja sen akti-
vaatio taas inhiboi joidenkin proinflammatoristen sytokiinien ilmentymistä. (Gil ym. 2007) 
 
 
2.5.2 Leptiini 
 
Leptiini on rasvasolujen tuottama proteiini, joka vaikuttaa ruokahaluun, metaboliaan ja lisään-
tymiseen (Popovic & Duntas, 2005). Leptiini on ob-geenin tuote, jota tuotetaan pääasiassa 
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valkoisessa rasvakudoksessa (Harvey & Ashford, 2003). Leptiinin vaikutuskohteena on aivo-
jen hypotalamus, jonne se informoi rasvakudoksen määrästä (Popovic & Duntas, 2005). 
Leptiini osallistuu syömisen pitkäaikaissäätelyyn ja se pyrkii pitämään kehon painon saman-
laisena. Leptiinipitoisuus elimistössä heijastaa elimistön rasvakudoksen määrää, joten lihavil-
la leptiinipitoisuus on korkeampi kuin normaalipainoisilla. Pitkäaikainen, korkea leptiinipitoi-
suus, voi johtaa leptiiniresistenssiin. (Popovic & Duntas, 2005) 
 
Leptiinin ja insuliinin signalointireitit ovat periferaalisissa kudoksissa yhteydessä toisiinsa 
monella eri tasolla.  Leptiini edistää insuliinin vaikutuksia maksan (hepaattisessa) glu-
koosimetaboliassa. Leptiini heikentää insuliinivälitteistä insuliinireseptorisubsraatti-1:n (IRS-
1, engl. insulin reseptor substrate-1) tyrosiinifosforylaatiota ja glukoneogeneesin vähentymis-
tä maksasoluissa (hepatosyyteissä). (Harvey & Ashford 2003) 
 
Leptiini indusoi MAPK, p38, ERK ja STAT3 aktivaatiota, jotka lisäävät proinflammatoristen 
sytokiinien TNF-α:n, interleukiini-6:n ja interleukiini-12:n (IL-12, engl. interleukin-12) tuo-
tantoa. Leptiini indusoi typpioksidisyntaasi-2:ta (NOS2, engl. nitric-oxide synthase 2) ja siten 
lisää makrofagien fagosytoosia ja monosyyttien mikraatiota. Leptiini aktivoi JNK, STAT3, 
fosfoinositidi-3-kinaasi (PI3K, engl. phosphoinositide-3-kinase) ja MAPK-
signaalinvälitysreittejä. (Gil ym. 2007) 
 
 
2.5.3 Resistiini 
 
Resistiini on rasvasolujen erittämä signaalimolekyyli, joka indusoituu rasvasolujen erilaistu-
misvaiheessa eli adipogeneesissä (Steppan ym. 2001). Resistiini on siis rasvakudosperäinen 
hormoni, jolla on ilmeisesti insuliinille vastakkainen toiminto glukoosiaineenvaihdunnassa 
(Grundy 2004; Steppan ym. 2001).  
 
Resistiiniä ilmennetään kuitenkin pääasiassa mononukleaarisissa soluissa, joihon kuuluvat 
muun muassa makrofagit. Resistiini indusoituu tulehdustilassa LPS-välitteisesti, TNF-α:n, IL-
6:n ja resistiinin itsensä vaikutuksesta. Resistiini indusoi proinflammatorisia sytokiineja, joten 
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resistiinillä on rooli tulehduksessa. Resistiini lisää TNF-α:n, IL-1β:n, IL-6:n ja IL-12:n tuotan-
toa ja p38 MAPK:n, ERK:n ja PI3K:n aktivaatiota (Gil ym. 2007). (Park ym. 2011) 
 
 
2.5.4 RBP-4 
 
Retinolia sitova proteiini-4 (RBP-4, engl. retinol binding protein-4) -geeniä ilmennetään eni-
ten hepatosyyteissä ja toiseksi eniten rasvakudoksessa. Rasvakudoksessa RBP-4:ää ilmenne-
tään melkein yksinomaan rasvasolujen erilaistumisvaiheessa (Yang ym. 2005) 
 
RBP-4:n ilmentymisellä on yhteys tulehdustekijöiden ilmentymiseen. Kun RBP-4:n ilmenty-
mistä tutkittiin ei-diabeettisilla henkilöillä, niin löydettiin positiivinen korrelaatio RBP-4:n 
ilmentymisen ja rasvakudoksen tulehduksen välillä. RBP-4:n rooli on monimutkainen ja sillä 
saattaa olla merkitystä rasvakudoksen tulehdustilassa. (Yao-Borengasser ym. 2007) 
 
 
2.5.5 IL-6 
  
Useat solutyypit tuottavat IL-6 -sytokiinia; immuunisysteemin solut, endoteelisolut, lihasso-
lut, rasvasolut, haiman β-solut, hepatosyytit, mikrogliasolut, astrosyytit ja muut solutyypit 
(Kamimura ym. 2003). Luonnollisessa ja opitussa immuunisysteemissä IL-6 liittyy tulehdus-
reaktion vahvistamiseen ja myös elimistön suojaamiseen tulehdusta vastaan. IL-6:lla on mo-
nia stimulatiivisia vaikutuksia solun kasvuun ja tulehdustilaan (Scheller ym. 2006), sillä se on 
mukana akuutin vaiheen tulehdusvasteen synnyssä ja sen ylläpidossa immuunisysteemin ul-
kopuolella olevissa solutyypeissä ja kudoksissa (Kamimura ym. 2003). 
 
IL-6 vaikuttaa myös glukoosin homeostaasiin ja metaboliaan suoraan sekä epäsuorasti luu-
rankolihaksen soluissa, rasvasoluissa, hepatosyyteissä, haiman β-soluissa ja neuroendokriini-
sissä soluissa (Kristiansen & Mandrup-Poulsen, 2005). Sitä pidetään tärkeimpänä prokoaku-
lantti sytokiinina, koska se nostaa plasman fibrinogeenin, PAI-1:n ja CRP:n kontsentraatioita 
(Willerson & Ridker, 2004). IL-6 näyttää indusoivan hypertriglyseridemiaa edistämällä lipo-
lyysiä ja hepaattista triglyseridieritystä in vivo (Nonogaki ym. 1995). IL-6:n on todettu inhi-
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boivan myös glukoosivälitteistä insuliinieritystä haiman Langerhansin saarekkeista jyrsijöillä 
(Southern ym. 1990). IL-6 inhiboi myös adiponektiinin ilmentymistä ja synteesiä (Fasshauer 
ym. 2003). 
 
In vitro -tutkimukset rasvasolulinjoissa tukevat, sitä ajatusta, että IL-6 aiheuttaisi insuliini-
resistenssin rasvasoluissa (Rotter ym. 2003; Lagathu ym. 2003). Tutkimukset ovat osoittaneet, 
että IL-6 vähentää insuliiniherkkyyttä myös hepatosyyteissä estäen insuliinisignalointia (Senn 
ym. 2002).  
  
Seerumin IL-6 -tason ja lihavuuden välillä on positiivinen korrelaatio (Pedersen ym. 2003). 
Se voidaan osittain selittää sillä, että in vivo jopa 30 % elimistössä kiertävästä IL-6:sta saattaa 
erittyä rasvakudoksesta (Mohamed-Ali ym. 2001). Kohonnut IL-6-taso erityisesti yhdessä 
lisääntymineen IL-1β -tason kanssa kasvattaa tulevaisuuden riskiä saada tyypin 2 diabetes 
(Spranger ym. 2003). Parempi ennuste riskille saada tyypin 2 diabetes on kuitenkin kohonnut 
plasman CRP-taso (Pradhan ym. 2001). 
 
Sytokiinisignaloinnin suppressori (SOCS, engl. suppressor of cytokine signaling) -proteiinit 
ovat proteiiniperhe, jotka ovat tehokkaita sytokiinisignaloinnin inhibiittoreita, ja jotka liittyvät 
negatiiviseen takaisinkytkentämekanismiin. IL-6 (Senn ym. 2003) ja TNF-α indusoivat 
SOCS-3:sta. Emanuellin ym. mukaan SOCS-3 inhiboi insuliinisignalointia sitoutumalla insu-
liinireseptorin fosforyloituun tyrosiinitähteeseen ja vähentäen näin IRS-1:n tyrosiinifosfory-
laatiota. Engelmannin ym. mukaan TNF-α -indusoitu insuliiniresistenssi ei kuitenkaan välity 
SOCS-3 -välitteisesti (Engelman ym. 2000). (Emanuelli ym. 2001) 
 
IL-6:lla ja TNF-α:lla on erilaiset vaikutukset JNK aktivaatioon ja IRS-1:n seriini307 -tähteen 
fosforylaatioon. IL-6 ja TNF-α vähentävät IRS-1:n, tyypin 4 glukoosi transportterin (GLUT-
4, engl. glucose transporter type 4) ja PPARγ:n (engl. peroxisome proliferator-activated re-
ceptor γ) ilmentymistä, vähentävät insuliinistimuloitua glukoosin kuljetusta, TNF-α lisää 
merkittävästi IL-6:n mRNA:n määrää ja proteiinieritystä. IL-6:n mRNA määrä, niin kuin 
myös TNF-α:n määrä, lisääntyvät ihmisen rasvasoluissa normaalipainoisilla, mutta insuliini-
resistenteillä yksilöillä. (Rotter ym. 2003) 
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IL-6:n toiminnasta adiposyyteissä tiedetään vain vähän. Mekanismi, jonka välityksellä IL-6 
heikentää insuliinin signalointia ei ole selvä. TNF-α vaikuttaa insuliinin signalointiin adipo-
syyteissä ainakin fosforyloimalla IRS-1:n seriini
307
 -tähteen MAPK/ERK -välitteisen reitin 
kautta. IL-6 -reseptorin signalointiin liittyy muun muassa ERK-signalointireitin aktivaatio. 
Täten voisi olettaa, että IL-6:n normaalia suurempi erittyminen rasvakudoksesta aktivoisi 
ERK-signalointireittiä ja IRS-1:n seriinin fosforylaatiota ja aiheuttaisi näin insuliinin signa-
loinnin inhiboitumisen. (Bastard ym. 2002) 
 
 
2.5.6 TNF-α 
 
TNF-α on proinflammatorinen sytokiini, joka vaikuttaa muiden sytokiinien synteesiin, eritty-
miseen ja aktiivisuuteen (Mohamed-Ali ym. 1999).  Rasvakudos erittää TNF-α:a ja sitä il-
mennetään paljon myös endoteelissa, sileissä lihaskudoksissa ja makrofageissa. Weisbergin 
ym. mukaan suurimman osan rasvakudoksen tuottamasta TNF-α:sta tuottavat makrofagit 
(Weisberg ym. 2003). On todisteita siitä, että yhdessä muiden sytokiinien kanssa se kiihdyttää 
haiman β-solujen häiriötä ja tuhoutumista (Eizirik & Mandrup-Poulsen, 2001). TNF-α stimu-
loi myös lipolyysiä adiposyyteissä (Zhang ym. 2002). 
 
TNF-α, niin kuin myös IL-6 -sytokiiniä, pidetään merkittävinä rasvasolujen erittäminä syto-
kiineinä (Alexandraki ym. 2006).  Molemmat voivat heikentää insuliinin toimintaa häiritse-
mällä insuliinin signalointia sitoutumalla niiden yhteiseen reseptoriin lihaksessa tai maksan 
hepatosyyteissä (Alexandraki ym. 2006). TNF-α inhiboi insuliinin signalointia heikentämällä 
insuliinireseptorin ja IRS-proteiinien fosforylaatiota. IRS-1:n seriinin fosforylaatio JNK:n 
välityksellä on siis yksi TNF-α:n insuliinisignaloinnin inhibitiomekanismi. TNF-α saattaa 
myös inhiboida IRS:n fosforylaatiota SOCS-proteiini -välitteisesti. (Gil ym. 2007) 
 
TNF-α -reseptorin, tuumorinekroositekijäreseptori-1:n (TNFR1, engl. tumor necrosis factor 
receptor 1), aktivaatio välittää useimpia TNF-α:n biologisia vasteita. FADD (engl. fas-
associated via death domain) -signaalinvälittäjän liittyminen TNFR1-kompleksiin välittää 
apoptoosia proteaasikaskadin kautta, kun taas signaalinvälittäjät RIP (engl. receptor-
interacting serine-threonine kinase) ja TRAF2 (engl. TNF receptor-associated factor 2) välit-
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tävät JNK ja NF-κB -signalointireittien aktivaatiota. FAN (engl. neutral sphingomyelinase 
activation associated factor) -proteiini yhdistää TNFR1:n ja sfingomyelinaasin, joka johtaa 
keramidin tuottoon. Keramidi taas aktivoi useita kinaaseja. (Le Roith ym. 2003) 
 
TNF-α:a yli-ilmennetään lihavien yksilöiden rasvakudoksessa (Hotamisligil ym. 1995). Ras-
vakudoksen erittämän TNF-α:n todistettiin ensimmäisen kerran vuonna 1993 vaikuttavan ne-
gatiivisesti insuliinin signaalinvälitykseen (Hotamisligil ym. 1993). Myöhemmät tutkimukset 
vahvistivat, että TNF-α:lla on merkittävä rooli lihavuudesta aiheutuvaan insuliiniresistenssiin 
(Uysal ym. 1997). 
 
TNF-α aktivoi proteiinikinaasi-C-zetaa (PKCz, engl. protein kinase C zeta) ja IKKβ:tä. Mah-
dollinen mekanismi voisi olla TNF-α -välitteinen sfingomyelinaasin aktivaatio ja keramidin 
tuotto, jotka stimuloivat PKCz-aktiivisuutta. PKCz:n vaikutus välittyy IKKβ:lle, joka on 
mahdollinen insuliiniresistenssin indusoija. IKKβ itse tai sen signalointireitin alla olevat mo-
lekyylit ovat IRS-kinaaseja. IKKβ aktivoi myös NF-κB -signalointireittiä, jonka aktivaatio 
aiheuttaa insuliiniresistenssiä. IKKβ:n aktivaatio, esimerkiksi TNF-α:n välityksellä, heikentää 
insulinin signalointia ja inhiboi insuliinistimuloitua IRS-proteiinien tyrosiinin fosforylaatiota. 
IKKβ:n inhibitio, esimerkiksi salisylaatin korkeilla annoksilla, estää insuliinilla stimuloitua 
seriinin ja tyrosiinin fosforylaatiota. (Le Roith ym. 2003) 
 
 
2.5.7 IL-1β 
 
IL-1β on yksi merkittävimmistä sytokiineistä, jotka liittyvät tyypin 2 diabetekseen syntyyn 
(Alexandraki ym. 2006) ja sen lisääntynyt taso elimistössä liitetään myös metaboliseen oi-
reyhtymään (Salmenniemi ym. 2004). Elimistön normaalia suurempi IL-1β -taso inhiboi lep-
tiinin ilmentymistä ja erittymistä (Bruun ym. 2002). IL-1β saattaa säädellä myös lihaksen IL-6 
-tuottoa ainakin osaksi aktivoimalla MAPK ja NF-κB -signaalinvälitysreittejä (Luo ym. 
2003). 
 
Pitkäaikaisen altistuksen IL-1β -sytokiinille on todettu vähentävän insuliinivälitteistä glukoo-
sin sisäänottoa rasvasoluissa, mutta lyhyellä altistuksella ei ole todettu olevan vaikutusta. IL-
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1β vähentää IRS-1:n ilmentymistä ERK-välitteisellä mekanismilla. IL-1β:lla on siis kyky hei-
kentää insuliinisignalointia ja toimintaa. IL-1β saattaa vaikuttaa muiden sytokiinien kanssa 
insuliiniresistenssin syntymiseen rasvasoluissa. (Jager ym. 2007) IL-1β ja IL-6 -
kontsentraatiot yhdessä kertovat riskistä sairastua tyypin 2 diabetekseen paremmin kuin 
kummankaan sytokiinin kontsentraatio yksinään (Spranger ym. 2003).  
 
 
2.5.8 TGF-β1 
 
TGF-β -sytokiini signalointi säätelee glukoositoleranssia ja energiahomeostasiaa. TGF-β ja 
siihen liittyvät tekijät säätelevät monien solutyyppien kehitystä, kasvua ja toimintaa. TGF-β -
tasot korreloivat lihavuuden kanssa ja sillä on merkittävä rooli TGF-β/SMAD-3 (engl. mot-
hers against decapentaplegic homolog) -signaalinvälitysreitissä, jossa se säätelee insuliinin 
transkriptiota ja haiman β-solujen toimintaa. (Yadav ym. 2011) TGF-β1:lla on anti-
inflammatorisia ominaisuuksia, sillä TGF-β1:lla on merkittävä LPS-indusoidun ERK-
fosforylaation inhibitiovaikutus. (Qian ym. 2008) 
 
Lihavuudessa TGF-β1:tä vapautuu rasvakudoksesta enemmän kuin normaalisti. TGF-β1:n 
erityksen kasvu korreloi BMI:n ja kehon rasvan määrän kanssa. TNF-α ja IL-6 - sytokiinit 
saattavat vaikuttaa TGF-β1:n erittymiseen rasvakudoksesta, sillä rasvakudoksen rasvakudos-
näytteen TGF-β1:n erityksen on todettu lisääntyvän 48 tunnin TNF-α ja IL-1β -altistusajan 
jälkeen. Erityksen on todettu lisääntyvän rasvakudoksessa myös insuliinin läsnä ollessa. Vain 
alle 10 % TGF-β1:stä näyttää erittyvän rasvakudoksen rasvasoluista ja näin ollen suurin osa 
erittyisi muista kuin rasvasoluista. (Fain ym. 2005) 
 
 
2.6 Genobin-tutkimus 
 
Elämäntapa ja geneettiset tekijät vaikuttavat lihavuuden ja metabolisen oireyhtymän kehitty-
miseen. Itä-Suomen yliopiston, Kuopion kampuksen, kliinisen ravitsemustieteen yksikössä 
tehdyssä Genobin-tutkimuksessa (Kolehmainen ym. 2008) selvitettiin pitkäaikaisen painon-
pudotuksen vaikutuksia rasvakudoksen geenien ilmentymiseen. Tutkimuksen tarkoituksena 
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oli myös selvittää mitkä geenit ja geeniklusterit reagoivat painonpudotukseen ja näin ollen 
liittyisivät todennäköisemmin metabolisen oireyhtymän kehittymiseen. 
 
Tutkimuksen koehenkilöt (n=46) olivat iältään 60–70 -vuotiaita ja heillä oli heikentynyt paas-
toglykemia tai glukoositoleranssi sekä metabolisen oireyhtymän piirteitä. Koehenkilöt satun-
naistettiin painonpudotusryhmään (n=28) ja kontrolliryhmään (n=18). Interventio kesti 33 
viikkoa. Koehenkilöille tehtiin sekä ennen että jälkeen intervention oraalinen ja suonensisäi-
nen glukoosirasitustesti ja ihonalainen rasvakudosbiopsia. Rasvakudoksen geenien ilmenty-
minen määritettiin ennen ja jälkeen intervention koehenkilöiltä, joiden paino oli pudonnut ≥ 5 
% (n=9) ja osalta kontrolliryhmän koehenkilöistä (n=10) käyttäen DNA-
mikrosiruteknologiaa. Mikrosiruteknologian avulla saadut tulokset varmennettiin käyttäen 
kvantitatiivista polymeraasiketjureaktiota (qPCR). 
 
Painonpudotuksen seurauksena 105 geenin ilmentyminen oli muuttunut. Useimpien geenien 
ilmentyminen oli vähentynyt (86/105) rasvakudoksessa painon pudotessa ja glukoosi-
aineenvaihdunnan parantuessa. Pääosa geeniklustereista, joiden ilmentyminen oli vähentynyt, 
liittyivät sidekudokseen ja solukuolemaan. Yksi geeneistä, joiden ilmentyminen oli vähenty-
nyt painonpudotuksen seurauksena, oli CPPED1-geeni. 
 
 
2.6.1 CPPED1-geeni 
 
CPPED1-geenin tuotteen entsyymifunktion oletetaan EFICA (engl. enzyme function inference 
by a combined approach) -määrityksen perusteella olevan endopolyfosfataasi. Endopolyfosfa-
taasiaktiivisuutta on havaittu kaikilla eukaryooteilla, niin yksisoluisilla organismeilla kuin 
nisäkkäilläkin. Ennen Arakakin ym. tutkimusta ihmisen CPPED1-geeniä ei ole yhdistetty 
tällaiseen entsymaattiseen aktiivisuuteen tai oletettu olevan endopolyfosfataasi. (Arakaki ym. 
2006) 
 
CPPED1-geeni ilmentyy melanooman esiasteissa. Tämän perusteella näyttää siltä, 
CPPED1:llä saattaa olla tärkeä rooli syövän aikaisissa vaiheissa. CPPED1:n oletettu endopo-
lyfosfataasiaktiivisuus antaa olettaa, että tämän geenin tuote saattaa liittyä tuumorigeneesiin 
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nisäkkään rapamysiinin kohteen (mTOR, engl. mammalian target of rapamycin) kautta. (Ara-
kaki ym. 2006) 
 
mTOR-signaalinvälitysreitti yhdistää insuliinin ja ravintoaineiden signaloinnin monissa solu-
tyypeissä. Tutkimukset ovat antaneet viitteitä siitä, että kyseinen signaalinvälitysreitti säätelee 
negatiivisesti insuliinin signalointia PI3K/proteiinikinaasi B (Akt, engl. protein kinase B) -
reitissä rasva- ja lihassoluissa. On kuitenkin epäselvää lisääntyykö mTOR-
signaalinvälitysreitin aktivaatio lihavuudessa ja voisiko se olla osallisena insuliiniresistenssin 
synnyssä. Khamzinan ym. tutkimuksessa mTOR ja S6-kinaasi-1 (engl. S6K1, engl. S6-kinase-
1) -aktivaatio lisääntyi maksassa ja lihaksessa lihavilla hiirillä, joita oli ruokittu rasvapitoisella 
ruoalla. Tutkimuksessa insuliinin aiheuttama mTOR/S6K1 -aktivaatio lisäsi IRS-1:n seriinin 
fosforylaatiota, jonka seurauksena PI3K/Akt -reitin aktivaatio heikentyi maksasoluissa in vit-
ro. Nämä tulokset antavat viitteitä siitä, että mTOR ja/tai S6K1 ovat mahdollisesti osallisina 
kudoksen insuliiniresistenssin synnyssä lihavuudessa. (Khamzina ym. 2005) 
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3 KOKEELLINEN OSA 
 
Tämän tutkielman kokeellisen osan erityisenä tavoitteena oli selvittää tulehdustekijöiden; 
TNF-α:n, IL-1β:n, TGF-β1:n ja IL-6:n, vaikutusta CPPED1-geenin ilmentymiseen SGBS-
rasvasoluviljelymallissa. Tavoitteena oli myös selvittää CPPED1-geenin ja glukoosiaineen-
vaihdunnan välistä yhteyttä. 
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3.1 Materiaalit ja menetelmät 
 
3.1 SGBS-rasvasoluviljely 
 
Työssä käytettiin SGBS (Simpson-Golabi-Behmel -syndrooma) -rasvasoluja, jotka on alun 
perin eristetty ihmisen ihonalaisesta rasvakudoksesta (Wabitsch ym. 2001). SGBS-
rasvasoluilla on erinomainen kyky erilaistua kypsiksi rasvasoluiksi ja soluja käytetäänkin pal-
jon eri tutkimuksissa (Fischer-Posovszky ym. 2008). SGBS-rasvasoluja kasvatettiin ja erilais-
tettiin kypsiksi rasvasoluiksi ohjeiden mukaisesti (Wabitsch ym. 2001). 
 
Nestetypessä säilytyksessä olleet SGBS-solut sulatettiin vesihauteella +37 °C, jonka jälkeen 
ne suspensoitiin 25 ml GM-mediumia (OF-medium: (DMEM/F12 Nut Mix -medium (Lonza, 
BE12-719F); 8 µg/ml biotiini (Sigma, B-4639); 4 µg/ml pantotenaatti (Sigma, P-5155); 100 
U/ml 1 % penisilliini/streptomysiini) ja 10 % FBS 1 ml/10 ml OF-mediumia) ja sentrifugoi-
tiin 200 x g, 5 minuuttia, +25 °C. Tämän jälkeen supernatantti poistettiin, jotta ylimääräinen 
solujen nestetyppisäilytyksessä käytetty DMSO saatiin poistettua. SGBS-rasvasolujen preadi-
posyytteja kasvatettiin yksinkertaisena kerroksena soluviljelypullossa (tilavuus 75 cm
2
) GM-
liuoksessa (20 ml) kostutettua ilmaa (95 %) ja hiilidioksidia (5 %) sisältävässä soluviljelykaa-
pissa, jonka lämpötila oli +37 °C (HERA cell, HERAEUS).  
 
SGBS-rasvasoluja tarkasteltiin mikroskopoimalla ja rasvasolut jaettiin, kun soluviljelypullo 
oli 80 %:sti täyteen kasvanut (konfluentti). Rasvasolut jaettiin kolmeen soluviljelypulloon 
(tilavuus 175 cm
2
) ja tarvittaessa yhteen ylläpitokasvatuspulloon (tilavuus 75 cm
2
). Aluksi 
rasvasolut pestiin 5 ml PBS:ää (Lonza, BE17-512F). Tämän jälkeen lisättiin 2 ml trypsiiniä 
(0,25 % trypsiini–EDTA -liuos, SIGMA, T4049), annettiin vaikuttaa 30 s, ja ylimääräinen 
trypsiini poistettiin. Rasvasoluja inkuboitiin trypsiinin kanssa +37 °C inkubaattorissa 3–4 min 
solujen irrottamiseksi. Inkuboinnin jälkeen rasvasolut suspensoitiin 5 ml GM-mediumia, jossa 
oleva seerumi neutraloi trypsiinin vaikutuksen. Tämän jälkeen rasvasolususpensio siirrettiin 
falcon-putkeen. Rasvasolususpensiosta tehtiin esilaimennos lisäämällä rasvasolususpensioon 
35 ml lisää GM-mediumia. Lopullinen laimennos tehtiin steriiliin lasipulloon (tilavuus 250 
ml), johon lisättiin 70 ml GM-mediumia ja 40 ml rasvasolususpensiota. Rasvasolususpensiota 
jaettiin 35 ml kolmeen soluviljelypulloon (tilavuus 175 cm
2
). Loppuun 5 ml rasvasolususpen-
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siota lisättiin 15 ml GM-mediumia, jonka jälkeen laimennos siirrettiin yhteen ylläpitokasva-
tuspulloon (tilavuus 75 cm
2
). SGBS-soluja inkuboitiin +37 °C soluviljelykaapissa ja GM-
medium vaihdettiin kahdesti viikossa. 
 
SGBS-solut jaettiin kokeita varten 12-kuoppalevyille. SGBS-rasvasolut pestiin ensin 10 ml 
PBS:ää, jonka jälkeen solut trypsinoitiin 4 ml trypsiiniä, kuten edellä. Tämän jälkeen solut 
suspensoitiin 10 ml GM-mediumia ja kaikista kolmesta 175 cm
2 
soluviljelypullosta saadut 
solususpensiot yhdistettiin (yht. 30 ml) falcon-putkeen ja sentrifugoitiin 200 x g, 5 min, +25 
°C. Sentrifugoinnin jälkeen supernatantti poistettiin ja solut suspensoitiin 5 ml GM-mediumia, 
josta tehtiin 1:5 solulaimennos (200 µl solususpensiota, 800 µl GM-mediumia) solutiheyden 
laskemista varten. Solutiheys laskettiin laimennetusta solususpensionäytteestä Bürkerin kam-
miolla neljästä A-ruudusta. Neljän ruudun keskiarvo kerrottiin laimennoskertoimella (5) ja 
10 000, jolloin saatiin solujen lukumäärä/ml. Solususpensiolaimennosta tarvittiin 6 x 12-
kuoppalevyille 1 ml/kuoppa, joten solulaimennosta tarvittiin vähintään 75 ml. 
 
Kuoppalevyjen kuopissa solususpensiota on 1 ml, joten solutiheys eli solujen lukumäärä/cm
2
 
laskettiin jakamalla valmiissa liuoksessa oleva solujen lkm/ml kuopan pinta-alalla, joka on 
3,8 cm
2
. Soluja haluttiin olevan noin 20 000 – 30 000 solua/cm2. Solususpension solutiheys 
laskettiin verrannolla seuraavasti: 
 
(solujen lkm/ml) x 5 ml = 75 ml x (solujen lkm valmiissa liuoksessa/ml) 
Solujen lkm valmiissa liuoksessa/ml = (solujen lkm/ml x 5 ml): 75 ml 
 
Solususpensiosta (5 ml) tehtiin esilaimennos lisäämällä solususpensioon 35 ml GM-liuosta ja 
lopullinen laimennos lisäämällä edelleen 35 ml GM-mediumia, jolloin yhteistilavuus oli 75 
ml. Solulaimennos jaettiin 6 x 12-kuoppalevyille, siten että jokaiseen kuoppaan tuli solu-
laimennosta 1 ml. Kuoppalevyjä inkuboitiin +37 °C soluviljelykaapissa. 
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3.2 SGBS-rasvasolujen erilaistaminen 
 
Kuoppalevyn ollessa 80 %:sti konfluentti aloitettiin preadiposyyttien erilaistaminen kypsiksi 
rasvasoluiksi pesemällä solut 2 kertaa PBS:llä, lisäämällä soluille 1 ml QuickDiff-mediumia 
(3FC-mediumia (OF-medium; 0,01 mg/ml transferriini (Sigma, T8158); 20 nM insuliini 
(Sigma, I9278); 1 µM hydrokortisoni (Sigma, H0888); 0,2 nM T3 (Sigma, T6397)); 25 nM 
deksametasoni (Sigma, D-4902); 0,5 µM IBMX (Sigma, I5879); 2 µM rosiglitatsoni (Cayman 
Chemical, CAT 71740)) ja inkuboimalla +37 °C soluviljelykaapissa. 
 
Erilaistuville SGBS-rasvasoluille vaihdettiin neljäntenä päivänä 3FC/deksametasoni/IBMX -
medium (3FC; 25 nM deksametasoni; 0,5 µM IBMX) poistamalla osa vanhasta mediumista ja 
pipetoimalla varovasti 1 ml uutta mediumia kuopan reunaa pitkin. 
 
Erilaistumisen neljännen päivän jälkeen soluille vaihdettiin uusi 3FC-medium noin kolmen 
päivän välein poistamalla varovasti osa vanhasta mediumista ja pipetoimalla 1 ml uutta 3FC-
mediumia. Preadiposyytit erilaistuivat kypsiksi rasvasoluiksi noin 14 päivässä. 
 
 
3.3 Kypsien rasvasolujen tulehdustekijäaltistus 
 
Kypsiä rasvasoluja altistettiin tulehdustekijöillä (TNF-α, TGF-β1, IL-6, IL-1β) eri pitoisuuk-
silla (0, 0,1, 1 ja 10 ng/ml), jonka jälkeen solut lysoitiin eri aikapisteissä (3, 6, 12, 24, 48 ja 72 
h). Sytokiinialtistukset suoritettiin kolmena rinnakkaisena kustakin altistuskonsentraatiosta. 
 
Kypsille rasvasoluille vaihdettiin ”Sytokiinialtistusmedium rasvasoluille” -medium 
(DMEM/F-12 Nut Mix -medium; 0,01 mg/ml transferriini; 8 µg/ml biotiini; 4 µg/ml pantote-
naatti) poistamalla vanha medium ja lisäämällä uutta esilämmitettyä (+37 °C) mediumia so-
luille 1 ml. Rasvasoluja esi-inkuboitiin 24 tuntia +37 °C soluviljelykaapissa. 
 
Sytokiinialtistus tehtiin esi-inkuboiduille kypsille rasvasoluille vaihtamalla medium sytokiinia 
sisältävään sytokiinialtistusmediumiin. Sytokiinialtistusmedium tehtiin laimentamalla sytokii-
ni ”Sytokiinialtistusmedium rasvasoluille” -mediumiin. Sytokiinilaimennosta lisättiin kaivoi-
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hin 1 ml/kaivo siten, että sytokiinin lopullinen pitoisuus kaivossa oli 0; 0,1; 1,0 tai 10 ng/ml. 
Kontrollisolut altistettiin sytokiinin sijasta kyseisen sytokiinin liuottimelle, jolloin kontrolli-
kaivoon lisättiin 1 ml mediumia, jossa oli kyseisen sytokiinin liuotinta 2 µl/20 ml ”Syto-
kiinialtistusmedium rasvasoluille” (TGF-β1: (50 mM Tris-asetaatti, pH 7,5; 1 mM EDTA; 20 
% glyseroli), IL-6: 5 mM etikkahappo, TNF-α: steriloitu H2O, IL-1β: ster. H2O). Rasvasolut 
lysoitiin eri aikapisteissä (3, 6, 12, 24, 48 ja 72 tuntia altistuksen aloittamisesta). Lyysaus teh-
tiin pipetoimalla kuopan medium pois ja lisäämällä 350 µl RLT-puskuria (RNeasy Mini Kit, 
Qiagen), johon oli lisätty β-merkaptoetanolia (10 µl β-merkaptoetanoli/1 ml RLT-puskuri). 
Solulysaatti saatiin kerättyä talteen pipetoimalla edestakaisin ja raaputtamalla kuopan pohjaa, 
jonka jälkeen lysaatti siirrettiin eppendorf-putkeen ja säilytykseen pakkaseen -20 °C. 
 
 
3.4 Totaali RNA:n eristys 
 
Tulehdustekijöille altistetuista SGBS-rasvasoluista eristettiin totaali RNA kaupallisella kitillä 
(RNeasy Mini Kit, Qiagen). Totaali RNA:n eristys tehtiin kitin mukana tulevan ohjeen mu-
kaisesti (Protocol: Purification of Total RNA from Animal Cells Using Spin Technology, 
RNeasy Mini Handbook 04/2006). Soluille oli lisätty lyysaysvaiheessa 350 µl RLT-puskuria, 
johon oli lisätty β-merkaptoetanolia (10 µl β-merkaptoetanoli/1 ml RLT-puskuri). 
 
Rasvasolu-lysaatit homogenisoitiin sentrifugoimalla rasvasolunäytteet kitin mukana tulevassa 
QIAshredder spin -kolonnissa 16 250 g x 2 min. Homogenisoituun rasvasolunäytteeseen lisät-
tiin sama tilavuus 70 % etanolia RNA:n saostamiseksi. Suspensio siirrettiin kitin mukana tul-
leeseen RNeasy Mini -kolonniin ja sitä sentrifugoitiin täydellä nopeudella (16 250 g) 15 s, 
jolloin RNA sitoutui kolonnin membraaniin. Membraanin läpitullut liuos poistettiin keräys-
putkesta kaatamalla, jonka jälkeen kolonniin lisättiin 700 µl kitin mukana tullutta RW1-
puskuria, jonka jälkeen suspensiota sentrifugoitiin 15 s kolonnin pesemiseksi. Kolonni siirret-
tiin uuteen keräysputkeen, johon lisättiin 500 µl kitin mukana tullutta RPE-puskuria, minkä 
jälkeen näytettä sentrifugoitiin 15 s. Tämän jälkeen RPE-pesu toistettiin ja näytettä sentrifu-
goitiin ohjeesta poiketen 3 min (ohjeessa 2 min). Kolonni siirrettiin keräysputkeen ja siihen 
lisättiin 30 µl RNaasi vapaata vettä ja annettiin inkuboitua 1 min huoneenlämmössä. RNA 
eluoitiin keräysputkeen sentrifugoimalla näytettä ohjeesta poiketen 2 min (ohjeessa 1 min). 
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RNA-näytteen puhtaus ja pitoisuus mitattiin NanoDrop-spektrofotometrillä (NanoDrop Tech-
nologies, Wilmington, DE, USA), joka mittasi näytteiden absorbanssit (260, 280 & 230 nm) 
ja RNA:n puhtauden (260/280 nm, 260/230 nm) sekä RNA:n kontsentraation (ng/µl). RNA:n 
puhtauden raja-arvoina pidettiin A=1,8–2,1. 
 
 
3.5 cDNA-synteesi 
 
Eristetystä RNA:sta syntetisoitiin komplementaarista cDNA:ta kaupallisella cDNA-synteesi -
kitillä (iScript
TM
 cDNA synthesis Kit, BIORAD, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 
ohjeen mukaisesti (Protocol for cDNA synthesis, catalog 170-8891) ja PCR-laitteella (Ther-
moHybaid, UK) seuraavalla ajo-ohjelmalla: 5 min 25 °C, 30 min 42 °C, 5 min 85 °C, hold 4 
°C). cDNA-näytteistä tehtiin laimennokset 2 ng/µl DEPC dietyylipyrokarbonaatti eli DEPC-
käsiteltyyn veteen kvantitatiivista PCR:ää varten. 
 
 
3.6 Kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio (qPCR) 
 
Tulehdustekijäaltistusten vaikutusta CPPED1-geenin ilmentymistasoon tutkittiin kvantitatii-
visella polymeraasiketjureaktio- eli PCR-menetelmällä (ABI Prism 7500, Applied Biosys-
tems®, Foster City, CA, USA) käyttäen kaupallisia kittejä (TaqMan/Applied Biosystems®). 
Endogeenikontrollina käytettiin PPIA-geeniä eli syklofiliini A -geeniä. 
 
Kohdegeenin ilmentyminen SGBS-rasvasoluissa normalisoitiin endogeenikontrollin, PPIA, 
ilmentymiseen käyttäen kaavaa: 2
(Ct kohdegeenin kalibraattori – Ct kohdegeenin näyte)
/2
(Ct PPIA kalibraattori – Ct PPIA 
näyte) 
(Livak & Schmittgen, 2001), jossa kalibraattori on satunnainen näyte, jolla on maksimi 
Ct-arvo, ja Ct on threshold-sykli. 
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3.7 siRNA-hiljentäminen 
 
CPPED1-geenin roolia ja toimintaa tutkittiin hiljentämällä geenin ilmentyminen käyttämällä 
RNAi-teknologiaa, jossa kypsiin rasvasoluihin transfektoitiin CPPED1-geenin siRNA:ta 
(small interfering RNA) käyttämällä kaupallista HiPerFect-transfektioreagenssia (Qiagen). 
 
Lämmitettyä (+37 °C) siRNA-altistusmediumia (DMEM/F-12 -medium, 20 nM insuliini, 10 
µg/ml transferriini, 33 µM biotiini, 17 µM pantotenaatti) ja CPPED1-siRNA:ta (20 µM)/ ne-
gatiivikontrollia (Scrambled) pipetoitiin eppendorf-putkiin, siten että lopullinen siR-
NA/Scrambled -kontsentraatio oli kaivossa 50 nM (1 x reaktioseos: 88 µl siRNA-medium; 3 
µl 20 µM siRNA/Scrambled). Putkia sekoitettiin koeputkisekoittimella varovasti. Jokaiseen 
putkeen lisättiin HiPerFect-reagenssia (1 x reaktioseos: 9 µl HiPerFect) pipetoiden edestakai-
sin ja napsutellen putkea. Putkia inkuboitiin 12 min huoneenlämmössä. 12-kuoppalevyille 
vaihdettiin siRNA-altistus -medium 1,1 ml mediumia/kaivo. Jokaiseen kuoppalevyn kaivoon 
lisättiin 100 µl CPPED1-siRNA tai Scrambled -seosta koskematta pipetillä mediumiin. 
Kuoppalevyjä inkuboitiin 72 tuntia +37 °C soluviljelykaapissa, jonka jälkeen aloitettiin Glu-
cose uptake -koe. 
 
 
3.7.1 Glucose uptake  -koe 
 
CPPED1-geenin hiljentymisen vaikutusta rasvasolun insuliiniherkkyyteen tutkittiin Glucose 
uptake -kokeella, jossa kypsät altistamattomat SGBS-rasvasolut sekä siRNA-altistetut että 
Scrambled-kontrollisolut, altistettiin insuliinille (1 µM) tai insuliinille (1 µM) ja Wortmannin-
reagenssille (100 nM) ja glukoosiseokselle, jossa oli 0,5 µCi/ml radioaktiivista 2-Deoksi-D-
[
3
H]-glukoosia (Amersham TRK672, GE Healthcare, UK) ja 0,2 mM D-glukoosia. 
 
SGBS-rasvasolut pestiin kaksi kertaa esilämmitetyllä KRH-puskurilla (Krebs-Ringer-Hepes-
puskurilla: 118 mM NaCl; 4,8 mM KCl; 2,5 mM CaCl2; 1,2 mM MgSO4; 20 mM HEPES; pH 
säädetty 7,4 NaOH). Insuliinikaivoihin lisättiin 0,5 ml ja basaalikaivoihin 1 ml esilämmitettyä 
KRH-puskuria, jonka jälkeen kuoppalevyjä inkuboitiin 2 tuntia +37 °C soluviljelykaapissa. 
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Wortmannin reagenssia (100 nM, Sigma) lisättiin 15 µl sille tarkoitettuihin insuliinikaivoihin 
30 minuuttia ennen työn seuraavaa vaihetta. 
 
Insuliinikaivoihin lisättiin 0,5 ml KRH-puskuria, jossa oli insuliinia (0,6 µl insuliinia/1 ml 
KRH -puskuria eli 1 µM insuliinia/kaivo). Tämän jälkeen levyjä sekoitettiin varovasti ja in-
kuboitiin 20 min +37 °C soluviljelykaapissa. Tämän jälkeen kaikkiin kaivoihin lisättiin 0,5 ml 
glukoosiseosta (1 µl/ml 2-deoksi-D-[
3
H]-glukoosi (0,5 µCi/ml/kaivo) ja 10 µl/ml esilämmitet-
ty D-glukoosi (0,2 mM/kaivo); KRH -puskuri) ja inkuboitiin 15 min huoneenlämmössä. 
 
Reaktio pysäytettiin laittamalla kuoppalevyt jäille ja pesemällä rasvasolut kaksi kertaa jää-
kylmällä PBS:llä. Pesujen jälkeen rasvasoluille lisättiin 200 µl 0,2 N NaOH ja inkuboitiin 1,5 
h huoneenlämmössä sekoittelijalla. 
 
Inkuboinnin jälkeen rasvasolut raaputettiin irti kuopista ja näytettä otettiin 100 µl eppendorf-
putkeen ja siihen lisättiin 1 ml OptiPhase Hisafe 2 -reagenssia (PerkinElmer, USA). Näytteis-
tä määritettiin radioaktiivisuudet tuikelaskurilla (1450 MicroBeta® TriLux, Wallack). Määri-
tetyt näytteiden radioaktiivisuudet normalisoitiin näytteiden proteiinipitoisuudella. 
 
 
3.7.2 Proteiinipitoisuuden määrittäminen 
 
Glucose uptake -kokeen näytteiden totaaliproteiinikontsentraatiot mitattiin käyttäen DC pro-
tein assay -kittiä (BIORAD). Valmistettiin standardit pipetoimalla 0,2 N NaOH:ia tarvittava 
määrä valmiiksi eppendorf-putkiin jaettuihin proteiinilaimennoksiin (40 µl, 10 mg/ml) siten 
että saatiin seuraavat standardit: 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 ja 2 mg/ml. Proteiinimääritys 
tehtiin 96-kuoppalevyllä (ELISA microplate, Greiner bio-one, Saksa) pipetoimalla kaivoihin 5 
µl standardeja ja näytteitä duplikaatteina levylle. Jokaiseen levyn kuoppaan lisättiin 25 µl 
reagenssi A*:ta (20 µl reagenssi S/ 1 ml reagenssi A) ja 200 µl reagenssi B:tä ja inkuboitiin 
huoneenlämmössä sekoittelijalla 5 min. Tämän jälkeen levyä inkuboitiin huoneenlämmössä 
vielä 10 min, jonka jälkeen mitattiin absorbanssit 650–750 nm (Wallac Viktor 1420, Perkin 
Elmer). 
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3.8 Tulosten analysointi ja tilastointi 
 
Tulosten analysointi suoritettiin ΔΔCt-menetelmän avulla Microsoft Office Excel 2007 -
ohjelmalla. Tilastolliset analyysit tehtiin käyttäen Windowsin GraphPad Prism 5 -ohjelmaa 
(GraphPad Software, San Diego California USA), jonka avulla määritettiin tulosten keskiar-
vot, keskiarvon keskivirheet ja tilastolliset merkitsevyydet. Tilastolliset merkitsevyydet analy-
soitiin ei-parametrisellä kahden riippumattoman otoksen t-testillä. Tilastollisen merkitsevyy-
den rajana pidettiin P < 0,05. 
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4 TULOKSET 
 
4.1 Tulehdustekijäaltistus 
 
Lihavuuteen liittyvän matala-asteinen tulehdustilan tiedetään vaikuttavan geenien ilmentymi-
seen (Wellen & Hotamisligil, 2003) ja näin ollen haluttiin tutkia tulehdustekijöiden vaikutusta 
CPPED1-geenin ilmentymiseen kypsissä SGBS-rasvasoluissa. 
 
 
4.1.1 TNF-α -altistus 
 
TNF-α vaikutti CPPED1-geenin ilmentymiseen merkitsevästi, kun TNF-α -altistusaika oli 24, 
48 ja 72 h (Kuva 2). TNF-α -altistusajan ollessa 24 tuntia sytokiinipitoisuudella 0,1 ng/ml 
(P=0,0947) geenin ilmentyminen lisääntyi, mutta koska vaihtelu oli niin suurta, tulos ei ollut 
tilastollisesti merkitsevä (Kuva 2D). TNF-α -altistusajan ollessa 24 h CPPED1-geenin ilmen-
tyminen lisääntyi 21,9 % 1 ng/ml sytokiinipitoisuudella (P=0,0197) ja 20,9 prosenttia 10 
ng/ml sytokiinipitoisuudella (P=0,013). Altistuajan ollessa 48 tuntia, CPPED1-geenin ilmen-
tyminen näytti lisääntyvän sytokiinipitoisuuden kontsentraation mukaan (0,1; 1 & 10 ng/ml), 
mutta CPPED1-geenin ilmentymisen lisääntyminen oli tilastollisesti merkitsevä vain 1 ng/ml 
TNF-α -pitoisuudella (P=0,0484), jolloin ilmentyminen lisääntyi 15 % (Kuva 2F). CPPED1:n 
ilmentyminen lisääntyi 72 tunnin TNF-α -altistuksen kaikilla pitoisuuksilla. Tilastollisesti 
merkitsevästi CPPED1:n ilmentyminen lisääntyi 10 ng/ml sytokiinipitoisuudella (P=0,0059), 
jolloin ilmentyminen lisääntyi 34 %. CPPED1-geenin ilmentymisessä ei tapahtunut muutok-
sia 3, 6 ja 12 tunnin TNF-α -altistusajoilla (Kuvat 2A, 2B ja 2C). 
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Kuva 2. TNF-α -altistuksen vaikutus CPPED1-geenin mRNA:n ilmentymiseen SGBS-rasvasoluissa eri pitoisuuk-
silla (0; 0,1; 1 ja 10 ng/ml) ja eri aikapisteissä (3, 6, 12, 24, 48 ja 72 h). Tulokset ovat CPPED1 mRNA:n ilmen-
tymistasoja, jotka on saatu suhteuttamalla geenin ilmentymistaso endogeenikontrollin (PPIA) ilmentymis-
tasoon. Kuvassa on esitetty keskiarvot, keskiarvon keskivirheet ja tilastolliset merkitsevyydet, jotka on ana-
lysoitu ei-parametrisellä kahden riippumattoman otoksen t-testillä. Tilastolliset merkitsevyydet: * P < 0,05 
** P <0,01 *** P < 0,001. 
 
 
4.1.2 TGF-β1 -altistus 
 
Kuvassa 3D näkyy, että CPPED1-geenin ilmentyminen laski 15,3 prosenttia 10 ng/ml TGF-
β1-pitoisuudella altistusajan ollessa 24 h (P=0,0245). CPPED1-geenin ilmentymisessä ei ta-
pahtunut tilastollisesti merkitseviä muutoksia muilla altistusajoilla (Kuva 3). 
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Kuva 3. TGF-β1 -altistuksen vaikutus CPPED1-geenin mRNA:n ilmentymiseen SGBS-rasvasoluissa eri pitoi-
suuksilla (0; 0,1; 1 ja 10 ng/ml) ja eri aikapisteissä (3, 6, 12, 24, 48 ja 72 h). Tulokset ovat CPPED1 mRNA:n 
ilmentymistasoja, jotka on saatu suhteuttamalla geenin ilmentymistaso endogeenikontrollin (PPIA) ilmen-
tymistasoon. Kuvassa on esitetty keskiarvot, keskiarvon keskivirheet ja tilastolliset merkitsevyydet, jotka on 
analysoitu ei-parametrisellä kahden riippumattoman otoksen t-testillä. Tilastolliset merkitsevyydet: * P < 
0,05 ** P <0,01 *** P < 0,001. 
 
 
4.1.3 IL-6 -altistus 
 
CPPED1-geenin ilmentymisessä ei tapahtunut tilastollisesti merkitseviä muutoksia IL-6 -
sytokiinialtistuksessa (Kuva 4). Kuvasta 4C näkyy, että pitoisuudella 1 ng/ml oli tapahtunut 
pudotus ilmentymistasossa. Sytokiinipitoisuudella 1 ng/ml replikaattien välillä ei ollut suurta 
vaihtelua, kun taas muilla pitoisuuksilla vaihtelu oli suurta. 
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Kuva 4. IL-6 -altistuksen vaikutus CPPED1-geenin mRNA:n ilmentymiseen SGBS-rasvasoluissa eri pitoisuuksil-
la (0; 0,1; 1 ja 10 ng/ml) ja eri aikapisteissä (3, 6, 12, 24, 48 ja 72 h). Tulokset ovat CPPED1 mRNA:n ilmenty-
mistasoja,, jotka on saatu suhteuttamalla geenin ilmentymistaso endogeenikontrollin (PPIA) ilmentymis-
tasoon. Kuvassa on esitetty keskiarvot, keskiarvon keskivirheet ja tilastolliset merkitsevyydet, jotka on ana-
lysoitu ei-parametrisellä kahden riippumattoman otoksen t-testillä. Tilastolliset merkitsevyydet: * P < 0,05 
** P <0,01 *** P < 0,001. 
 
 
4.1.4 IL-1β -altistus 
 
CPPED1-geenin ilmentyminen lisääntyi 9,9 % IL-1β -altistuksessa altistusajan ollessa 48 
tuntia pitoisuudella 1 ng/ml (P=0,0377) (Kuva 5E). CPPED1-geenin ilmentyminen ei muut-
tunut tilastollisesti merkitsevästi muilla altistusajoilla (Kuva 5). 
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Kuva 5. IL-1β -altistuksen vaikutus CPPED1-geenin mRNA:n ilmentymiseen SGBS-rasvasoluissa eri pitoisuuk-
silla (0; 0,1; 1 ja 10 ng/ml) ja eri aikapisteissä (3, 6, 12, 24, 48 ja 72 h). Tulokset ovat CPPED1 mRNA:n ilmen-
tymistasoja, jotka on saatu suhteuttamalla geenin ilmentymistaso endogeenikontrollin (PPIA) ilmentymis-
tasoon. Kuvassa on esitetty keskiarvot, keskiarvon keskivirheet ja tilastolliset merkitsevyydet, jotka on ana-
lysoitu ei-parametrisellä kahden riippumattoman otoksen t-testillä. Tilastolliset merkitsevyydet: * P < 0,05 
** P <0,01 *** P < 0,001. 
 
 
4.2 Glucose uptake -koe 
 
CPPED1-geenin hiljentymisen vaikutusta rasvasolujen insuliiniherkkyyteen tutkittiin solun 
glukoosin sisäänottoa tutkivalla Glucose uptake -kokeella, jossa kypsät SGBS-rasvasolut al-
tistettiin insuliinille ja sitten radioaktiiviselle 2-Deoksi-D-[
3
H] -glukoosille. Rasvasoluja altis-
tettiin myös Wortmannin reagenssille, joka estää PI3K:n toiminnan insuliinisignaloinnissa 
(Tsakiridis ym. 1995). 
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Kontrollisolujen insuliinilla stimuloitu glukoosin sisäänotto oli kaksinkertainen (P=0,0003) 
verrattuna basaaliin (stimuloimattomat solut) ja Wortmannin käsittely vähensi insuliinin vai-
kutuksen lähes basaalin tasalle (P=0,0168) (Kuva 6). 
 
CPPED1-siRNA -altistus lisäsi insuliinikäsiteltyjen solujen glukoosin sisäänottoa 277 %:lla 
(P=0,0001) verrattuna CPPED1-siRNA -basaaliin (Kuva 6). CPPED1-siRNA käsiteltyjen 
solujen Wortmannin käsittely vähensi insuliinin vaikutuksen CPPED1-siRNA:n basaalin ta-
salle (-24,6 %, P=0,0002). 
 
CPPED1-geenin hiljentäminen, verrattuna kontrollisoluihin, lisäsi insuliinilla käsiteltyjen 
solujen glukoosin sisäänottoa 18,9 prosenttia (P=0,0348) (Kuva 6).  
 
 
 
Kuva 6. CPPED1-siRNA (50 nM, 72 h) -käsittelyn vaikutus insuliinilla stimuloituun glukoosin sisäänottoon 
kypsissä rasvasoluissa. Kuvassa on esitetty kontrollisolujen ja CPPED1-siRNA -altistettujen solujen insuliini-
stimuloitu glukoosin sisäänotto suhteutettuna näytteiden proteiinipitoisuuteen. Kypsät rasvasolut altistet-
tiin insuliinille (1 µM) ja Wortmannin reagenssille (100 nM) ja glukoosiseokselle (0,5 µCi/ml 2-Deoksi-D-[
3
H] 
glukoosille (Amersham TRK672, GE Healthcare, UK) + 0.2 mM D-glukoosi). Kuvassa näkyy keskiarvot, keskiar-
von keskivirheet ja tilastolliset merkitsevyydet, jotka on analysoitu ei-parametrisellä kahden riippumatto-
man otoksen t-testillä. Tilastolliset merkitsevyydet: * P < 0,05 ** P <0,01 *** P < 0,001. 
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5 POHDINTA 
 
Tavoitteena oli selvittää tulehdustekijöiden (TNF-α, IL-1β, TGF-β1 ja IL-6) vaikutusta 
CPPED1-geenin ilmentymiseen SGBS-rasvasolumallissa ja CPPED1-geenin ja glukoosiai-
neenvaihdunnan välistä yhteyttä. 
 
CPPED1-geenin ilmentyminen lisääntyi tilastollisesti merkitsevästi TNF-α -altistuksen olles-
sa 24, 48 ja 72 tuntia. Lyhyemmät altistusajat eivät vaikuttaneet CPPED1-geenin ilmentymi-
seen tilastollisesti merkittävästi. Pitkien altistusaikojen vaikutukset ilmentymiseen saattavat 
viitata siihen, että tulehdustekijöiden vaikutukset eivät ole suoria, vaan toissijaisia vasteita 
sytokiinialtistukselle. TNF-α -altistus vaikutti siis eniten CPPED1-geenin ilmentymiseen. 
 
Lihavien rasvakudos yli-ilmentää TNF-α:ta ja tämä korreloi voimakkaasti hyperinsulemian 
tason kanssa, joka on merkki insuliiniresistenssistä (Hotamisligil ym. 1995). TNF-α aktivoi 
JNK ja NF-κB -signalointireittejä. TNF-α vaikuttaa insuliinin signalointia heikentävästi myös 
MAPK/ERK -välitteisen reitin kautta (Bastard ym. 2002). JNK -signalointireitin aktivaatio 
johtaa IRS-1:n seriinin fosforylaatioon, joka heikentää insuliinin signalointia (Gil ym. 2007). 
TNF-α aktivoi IKKβ:ta ja tämä johtaa insuliinisignaloinnin heikentymiseen ja insuliinistimu-
loidun IRS-proteiinien tyrosiinin fosforylaation inhibitioon. IKKβ aktivoi myös NF-κB -
signalointireittiä, jonka aktivaatio aiheuttaa insuliiniresistenssiä. (Le Roith ym. 2003) 
 
Se, että CPPED1:n ilmentyminen lisääntyi TNF-α:n vaikutuksesta vahvistaa oletusta siitä, 
että CPPED1 liittyisi lihavuuteen liittyvään tulehdukseen ja mahdollisesti insuliiniresistenssin 
kehittymiseen rasvasolussa. CPPED1-geenin oletetaan olevan endopolyfosfataasi, jonka taas 
oletetaan aktivoivan mTOR:n toimintaa ja mTOR:n puolestaan tiedetään inhiboivan insuliinin 
signalointia PI3K/Akt -signaalinvälitysreitin kautta. Näin ollen CPPED1 saattaa olla mukana 
insuliinisignaloinnin heikentymisessä ja insuliiniresistenssin kehittymisessä mTOR:n aktivaa-
tion ja PI3K/Akt -signaalinvälitysreitin kautta. 
 
CPPED1-geenin hiljentäminen lisäsi insuliinilla käsiteltyjen solujen glukoosin sisäänottoa 
verrattuna kontrollisoluihin. Wortmannin reagenssi estää PI3K:n toiminnan insuliinisigna-
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loinnissa (Tsakiridis ym. 1995) ja tuloksista näkyi, että CPPED1-siRNA:lla altistettujen solu-
jen Wortmannin käsittely vähensi insuliinin vaikutuksen täysin basaalisolujen tasolle glukoo-
sin sisäänoton suhteen. Tämä vahvistaa oletusta siitä, että CPPED1 liittyy insuliinisignaloin-
tiin rasvasolussa ja että sen vaikutukset mahdollisesti välitettäisiin PI3K/Akt -
signaalinvälitysreitin kautta. 
 
Lihavuuteen liittyvä matala-asteinen tulehdustila lisää mahdollisesti CPPED1 ilmentymistä 
rasvasolussa. Laihtumisen on todettu myös vähentävän CPPED1 ilmentymistä (Kolehmainen 
ym. 2008), ja tuloksissa havaittiin CPPED1 vähentymisen parantavan insuliinistimuloitua 
glukoosin sisäänottoa ja näin ollen olevan yhteydessä parantuneeseen glukoosiaineenvaihdun-
taan. Painonpudotus ja elintapojen muutos voi siis mahdollisesti vähentää CPPED1-geenin 
ilmentymistä ja tämä voi mahdollisesti olla osatekijänä glukoosiaineenvaihdunnan parantumi-
sessa. 
 
Muut sytokiinit vaikuttivat CPPED1:n ilmentymiseen vähemmän kuin TNF-α. IL-6 -altistus 
ei vaikuttanut tilastollisesti merkitsevästi CPPED1-geenin ilmentymiseen millään muilla altis-
tusajoilla kuin 12 tunnin altistusajalla ja 1 ng/ml sytokiinipitoisuudella, jossa oli yllättävä 
CPPED1:n ilmentymistason pudotus. Muilla 12 tunnin IL-6 -altistuksen sytokiinipitoisuuksil-
la tulosten vaihtelu oli hyvin suurta. Ilmentymistason pudotus saattaa johtua siitä, että solut 
ovat reagoineet eri tavalla muilla kuin 1 ng/ml sytokiinipitoisuudella. Se, että CPPED1 ilmen-
tyminen ei muuttunut IL-6 -altistuksen vaikutuksesta voi johtua siitä, että TNF-α ja IL-6 vaik-
kuttavat todennäköisesti osaksi eri signalointireittien kautta. 
 
TGF-β1 -altistuksessa CPPED1-geenin ilmentyminen laski tilastollisesti merkitsevästi altis-
tusajan ollessa 24 tuntia ja sytokiinipitoisuuden ollessa 10 ng/ml, mutta muilla altistusajoilla 
ja sytokiinipitoisuuksilla CPPED1-geenin ilmentymisessä ei tapahtunut muutoksia. IL-1β -
altistuksessa CPPED1-geenin ilmentyminen lisääntyi tilastollisesti merkitsevästi altistusajan 
ollessa 48 tuntia ja sytokiinipitoisuuden ollessa 1 ng/ml. CPPED1-geenin ilmentyminen ei 
muuttunut tilastollisesti merkitsevästi muilla altistusajoilla. Tulosten vaihtelu oli suurta erityi-
sesti 3 ja 12 tunnin altistusajoilla. 
 44 
 
Pitkäaikaiset altistukset sytokiineille demonstroi kroonista matala-asteista tulehdustilaa. Pit-
käaikaisten sytokiinialtistusten vaikutus CPPED1-geenin ilmentymiseen kertoo siitä, että vas-
teet ovat toissijaisia. Altistuksissa käytetyt sytokiinikonsentraatiot olivat kuitenkin kymmen-
kertaisia verrattuna elimistössä tavattaviin määriin eli käytetyt määrät olivat suprafysiologisia 
eli liian suuria. Vasteet eivät siis välttämättä kerro biologisista vasteista, vaan biologiset vas-
teet saattavat jäädä käytettyjen pitoisuuksien väliin. Pienemmät sytokiinipitoisuudet eli fysio-
logiset pitoisuudet saattaisivat kertoa todellisista biologisista vasteista. 
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6 YHTEENVETO 
 
Tämän tutkielman tulokset vahvistavat oletusta siitä, että CPPED1 liittyy insuliinisignaloin-
tiin rasvasolussa. Tulosten perusteella näyttäisi siltä, että TNF-α lisää CPPED1:n ilmentymis-
tä rasvasolussa. CPPED1 saattaa heikentää insuliinin signalointia mTOR:n aktivaation ja sitä 
kautta PI3K/Akt -signalointireitin inhibition kautta. Saattaa myös olla, että CPPED1 ilmen-
tyminen lisääntyy lihavuudesta johtuvassa matala-asteisessa tulehdustilassa. 
 
Koska CPPED1-geenistä ei ole juurikaan aiempaa tietoa, niin tämän tutkielman tulokset ovat 
vain suuntaa antavia ja tarvitaan lisätutkimuksia CPPED1-geenin toiminnan tarkempaan sel-
vittämiseen. Sytokiinialtistuksen voisi tehdä pienemmillä sytokiinipitoisuuksilla, jotta tulokset 
kertoisivat enemmän todellisista biologisista vasteista. Tulehdustekijät vahvistavat myös tois-
tensa vaikutuksia ja usein ne toimivat yhdenaikaisesti, näin ollen altistukset eri sytokiiniyhdis-
telmillä olisivat saattaneet vaikuttaa CPPED1:n ilmentymiseen eri tavalla. Koska CPPED1-
geenin hiljentäminen vaikutti rasvasolujen glukoosin sisäänottoon, niin geenin hiljentämisen 
vaikutuksia voisi tutkia myös proteiinitasolla. 
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